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コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル包埋培養法を用 い たポリ エ チ レ ン粒子 によ る
滑膜細胞の サイ トカイ ン産生に関する研究
一 人工股関節置換術後の 弛み との 関連 につ い て -
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常 田 剛
慢性関節 リ ウマ チ (rhe u m atoida rthritis, RA)や 変形性股関節症 に対す る人工股関節置換術 (total hip a rthr opla sty,
彼の 人工 関節周囲の 骨溶解(oste olysis)なら び に 人工 関節 の 弛み Oo o s enig) は, 人工 関節摺動面か ら産出さ れ る ポ T) エ チ レ ン
の 粒子が 重要 な原因と考え られ て い る . こ れ は, ポ リ エ チ レ ン 粒子を異物 と し て , マ ク ロ フ ァ ー ジ , 線維 芽細胞 や異物巨細胞
が反応 し, サ イ トカ イ ン や 化学伝達物質を放出 し, 破骨相胞が活性化 され る機序 と推察 さ れ て い る . また R A に対す る m の
問題点と し て, 長期 の 機能障害 に起因す る骨萎縮や薬剤性 の 骨租堪症 だけでなく, 滑膜 か ら多量に放出さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ
ン (inte rle ukin,II)-1β, 腫瘍壊死因子 仕u m o r n e cr o sisfactor- α , T NFla), Ⅰし6な どの サ イ トカ イ ン の 関与が 挙げ られ る . こ
れ ら の サ イ トカイ ン は滑膜自体 に対 して も作用 し, 滑膜 の 活性化や増殖 に関わ る だけで なく , 破骨細胞の 暗性化に よ る 関節破
壊 の 役割もある こ とが指摘 さ れ て い る. そ こ で , R A に対する T H A後 の 弛 み の 磯序 と して , これ まで に検討 さ れ できた マ ク ロ
フ ァ ー ジ
, 線維芽細胞や異物巨細胞の ポ リ エ チ レ ン粒子 に対す る反応 だけで なく, 滑膜細胞 の ポ リ エ チ レ ン粒子 に 対する反応
とい う機序も関 わ るの で はない か と考えた. 更 に , 弛 み の 著 しい 人工 股関節で は磨耗 ポ リ エ チ レ ン粒 子量 が多 い と い う臨床結
果か ら, 滑膜細胞 に混合 した ポ リ エ チ レ ン粒子 の 濃度 が増加す る とサ イ ト カイ ン 濃度も上昇す る の で は な い か と考えた . しか
し, ポ リ エ チ レ ン粒 子は低比重の た め培養液に浮遊 して しま い 満足 の い く実験系が得 られ て い なか っ た . そ こ で 本研究 で は ,
まず浮遊性 の 高密度ポ l) エ チ レ ンOlighde n sitypolyethyle n e, H D P) 粒子を, R Aの 滑膜細胞 と と もに コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル の 中に 包
捜 して 培養す る コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養法を確立 した . 更 に, こ の 方法を用 い , ポ リ エ チ レ ン粒子 の 濃度を変えて , 培 養上
清中 に放出さ れ るIL lβ, m Fα お よびⅠし6の 濃度を経時的 に測定 した . そ の 結 果, 各サ イ ト カイ ン の 濃度 は , ポ リ エ チ レ
ン 粒子 の 濃度依存性 に変化す る傾向を示 した . Ⅰし1βの 濃度 は ポ リ エ チ レ ン粒子混合後24時間で最高 と なり , 4 8時 間後 で は
減少 し, 72時 間後 に は対照群 と有意差を認 め な か っ た . T N FⅧ もポ リ エ チ レ ン 粒子混合後24時間で最高 とな り, 直ち に減少
し, 48時間後に は対照群と有意差を認 め な か っ た . Ⅰし6濃 度 は, 遅 れ て4 8, 72時間後 と徐 々 に増加 した . 以上 の 成績か ら ,
コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養法を用 い る こ とで 滑膜細胞 に ポ リ エ チ レ ン粒子を再現性をも っ て反応 させ る こ と が可能である こ と
が 明 らか と なり, ま た, R A患者 の m 後の 弛 み の 原因の 一 つ と し て , マ ク ロ フ ァ ー ジ や 異物巨細胞 だけで なく滑膜相月包が ポ
リ エ チ レ ン 粒子 に対 して 反応を起 こ し, サ イ ト カイ ン 産生 を促す と い う経路が重要 な役割 を示す と考えら れ た .
鮎 y w ords lo o s e ni g, CytOkin e s, C Ollage ngel e mbedded c ultu re m ethod, highde n sity
POlyethylen e
慢性関節リ ウ マ チ (rhe u m atoida rthritis, RA) や 変形性股関節
症 な どの 疾患 に より股関節が著 しく破壊 され た 場合, 人工 股関
節置換術(total hip arthr opla sty,TTLA) は極 め て有用 な治療方法
であり , 広く普及 して い る . 特 に R A に よ る股関節破壊例 に お
い て, m は, 唯 一 か つ 不 可欠 な 治療法であ る1卜 3). しか しそ
の 長期成績があきら か に な る に したが っ て , 人 工 関節 に隣接 し
た骨組織が限局性 に溶解, 吸収 され て 弛み が 発生す る症例 の 報
告が増加 して き た4卜 8). こ れ は , 骨セ メ ン ト充 填技術 の 稚拙,
荷重 に よ る人工 関節 の 微小 な動きとい う生 体力学的 な問題 が原
因 と考え られ て い たが , 近年で は , 生体力学的に問題の な い 例
に お い て も人工 関節の 弛み が 発生 す る と い う報告か ら生 化学的
な原因が注目 さ れ て きて い る 9).
弛み が生 じた 人 工 関節周囲 の 膜横紙織で の 分析 によ る と , こ
の 組織 は 人工 関節構成物の 磨耗粉 を取り込 ん だ マ ク ロ フ ァ ー ジ
や異物巨細胞が充満 し た組織 である と報告 さ れ て い る 10). また,
こ の 組織中に は, イ ン タ ー ロ イ キ ン (inte rle ukin,II) -1/? , 腫
瘍壊死因子(tu m o r n e c ro sisfacto r- α , T N F- a), Ⅰし6 な どの サイ
ト カ イ ン や マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ(m atrix
m etalloprotein a se s, M M P)-1, M M P-2, M M P-3, M M P-9, コ
ラ ゲ ナ ー ゼ , プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 が存在す る こ と が 確認さ
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こ の よう な報告 か ら , 現 在人 工 関節の 弛み の 原
因と し て以下 の ような仮説が提唱 され て い る ･ す なわち , 人工
関節の 磨耗 に よ っ て生 じ た磨耗粉 を異物 と して , マ ク ロ フ ァ
ー
ジ , 線維芽細胞や異物巨細胞が反応 し, サ イ トカ イ ン や化学伝
達物質が放出 さ れ る. そ して, こ れ ら の サ イ トカ イ ン に よ り骨
組織 の 破骨細胞 が活性化 さ れ, 人工 関節周囲に骨格角牢が起こ り
人工関節 に弛みが生 じ る とす るも の で ある
12)13)
. そ して 近年で
は, こ の 磨耗粉 の 中で ! 金属粒子 よりも人 工 関節の 摺動面であ






20)か ら明確と な っ て き
てい る . しか し, ポ リ エ チ レ ン粒子 は浮遊性の た め , 荊肌包との
混合培養実験 に用い る こ と が 困難 であっ た
21)2 2)
. そ の た め , ポ
リ エ チ レ ン粒子を用い た 再現性 の 高い 混合培養法で しか も金属
粒子と同条件が得 ら れ る実験系の 確立 が 必要 と考えた .
一 方, R A に対する T H A に は, R A自体 と 薬剤性 の 骨租軽症
23)
の 問題点に加えて , 滑膜 か ら放出 され るⅠし1/9 , T N F- α そ し て
Ⅰし6な どの 関与が 指摘 され て い る
24)
.
これら の サ イ ト カイ ン は
滑膜自体の 活性化や増殖 に関与 し, さ ら に破骨相胞 の 活性化 に
よ る骨, 関節破壊 にも関与す る こ とが 報告 さ れ て い る
25)
. そ こ
で, R A に対する T H A彼の 弛み の 機序 と して , 滑脱か ら放出 さ
れ るサ イ ト カイ ン の 影響や , マ ク ロ フ ァ ー ジ や異物巨細胞 の ポ
リ エ チ レ ン 粒子 に対す る反応 だけで なく, 滑膜細胞 の ポ リ エ チ
レ ン 粒子 に対する反応も関わ る の で は な い か と考えた. さ ら に,
弛みの 著 し い 人工 股関節で は磨耗ポ リ エ チ レ ン粒子量 が多い と
い う臨床結果か ら, 滑膜細胞 に混合 し た ポ リ エ チ レ ン粒子 の 濃
度が増加す る と, 培養上 宿中 の サ イ ト カ イ ン濃度も上昇する の
で は な い か と考えた. そ こ で本実験 で は , 滑膜細胞と濃度を変
えた ポ リ エ チ レ ン 粒子 と の 混 合培養 に よ る 培養 上宿中の IL-1
β, m Fα , Ⅰし6の 濃度変化を検討 した .
材料 お よ び方法
Ⅰ. 滑膜細胞の調製
ア メ T) カ リ ウマ チ 学会 仏m e rica nCollege of R he u m atolog y,
AC R) の 基準
2 6)を満 たすR A患者 の 滑膜 を 人工 関節置換術時 に採
取 した . 採取 し た滑膜 を, R P M I 1640培地 (IC N Bio m edic als,
Co sta M e sa, U S A)中に 浮遊 させ , 1000回転/ 分で 3分間, 遠心
し て 洗浄 し た . さ ら に こ の 洗 浄 を もう 一 度 行 っ た . 次 に ,
RP M I 1640培地50ml に対 して コ ラ ゲ ナーゼ(c ollagen a se,Sigm a
Che mic al
,
St. Lo uis, U SA)25m gと デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ーゼ
(de o xyribo n u cle as e, Sigm a che mic al)7.5 m g を溶解 し, 径0.45
〃 m の メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー (ミ リ ポ ア , 東京) に 通 した 酵素
液を調製 した . そ して 洗浄し た滑膿 と酵素液を混合し , 37℃の
ウ オ ー タ ー バ ス 内で 撹拝 し な が ら1時間反応 さ せ た. 反応後,
滑膜 組織 の 細片 を フ ィ ル タ ー で 取 り除き , 1 0 %牛胎児血 清
(fetalc alfs e ru m, F CS) 入り R P M I 164 0培地を加えて 2倍希釈
し, 1200回転/ 分で10分間, 2回遠心洗浄 した . さ ら に こ の 洗
浄を 二 度 行 っ た . 洗 浄後, 10 % F C S 入り R P M 1 1640培地 を加
え て2倍希釈し, これ を滑膜細胞懸濁液 と した . こ の 滑膜細胞
懸濁液 の → 部を トリ バ ン プ ル ー で 染色 し , 血 球計算板 に て細胞





. 高密度ポ リエ チ レ ン (high de n sity polyethylen e, HD P)粒
子の調製
ポ リ エ チ レ ン粒子 は , 住友精化株式会社 (大阪)より供与 さ
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れ た. ポ リ エ チ レ ン粒子 は, 密度0.958g/ c m
3で あり, そ の 粒
子径 は15± 5," m で 真球性である (図1). 壊 初 にポ リ エ チ レ ン
粒子を0.5 mlず つ 計量 し, エ チ レ ン オ キサ イ ド ･ ガ ス 滅菌処理
し た後 に , R P M I 1640培地を加え総量10mlの ポ リ エ チ レ ン懸
濁液 を作成 し, これ を基準濃度(×1) と した . こ の 基準濃度 の
ポ リ エ チ レ ン 懸濁液をR P M I 1640培地で希釈 し, 10倍濃度(×
10), 100倍濃度 (× 100), 1 000倍過度 (× 1000) の ポ リ エ チ レ
ン懸濁液 に調製 した 27).
Ⅱ . コ ラ ー ゲ ン ･ ゲル 包埋 培養法2 8)2 9)
ポ リ エ チ レ ン粒子 は, 金属粒子 と異なり密度 が培養液 より低
い た め 溶液に浮遊 し て しまうの で, 培養実験中, 滑膜細胞 に充
分接触する こ と が手技上難 し い . そこ で, 両者 が充分 に接触す
る よう に コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養法を用 い 混合培養を行 っ
た .
コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養法に は , 組織培養用 コ ラ ー ゲ ン ･
ゲ ル (Cellm atrix)培養キ ッ ト (新田 ゼ ラ チ ン株式会社, 大阪) を
使用 した . 最初に , Cellm atrix
′
顆peI - A液8 ml と5倍濃縮 の
R P M I 1640培地1 mlを冷却 しなが ら よく混合 し, 続 けて再構成
用緩衝液1 ml を加え コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 混合溶液と した . こ の 混
合溶液を容量2 mlの C ha mbe rSlide 177380(Nu n c, Nape rville,
US刃 に0.5 mlず つ 分注 した . コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 層を作成する
ため に, C hambe rSlide を37 ℃ で30分間加温 し, 基底 層と した .
次 に , 基底層と は 別途 に滑膜細胞懸濁液 と , 基 準濃度 (× 1),
10倍濃度(×10), 100倍濃度(× 10), 100倍濃度(× 1000) の
各濃度の ポ リ エ チ レ ン懸濁液を コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 混合溶液中に
Fig. 1. Sc an ni g ele ctro n micr ogr aphs of H D Ppa祀 cle s. H D P
fin epa rticle s w e repr ovided bySu mito m oSeika Che micals.
H D P 丘n eparticle s w er ein thefo r m ofpe rfe ctspher esha ving
a siz e of 5to20iL m . 0 rigin al m agni丘catio n, × 1000･
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Fig･2･ Schem aticillu str atio n ofthe collage ngel e mbedded
Cultu r e m ethod･ A c ollage ngel layerisfo r med in thebotto m of
the w ellto c re ate aba selayer･ A layer c on sisting ofa mixtu re
Ofe ach c o n ce ntratio n of H D P 血e particle s and syn o vialcells
isthe nfo r m ed o ve rthe bas elaye rto c re ate the c elllayer. A
laye red c ultu re m edium w a sprepa red by ad ding RP M I1 640
C ultu re m ediu m o v e rthe c el‖aye r.
加え冷却 し な が ら よく混合 した . 滑膜細胞懸濁液 と各濃度の ポ
リ エ チ レ ン 懸濁液と の コ ラ ー ゲ ン 混合溶液を基底層 上 に0.5 ml
ず つ 分注 し, 直ち に3 7℃で 30分加温 しゲ ル 化 さ せ 細胞層 と し
た ･ 対 照群は , ポ リ エ チ レ ン粒子を混合せず, 滑膜細胞懸濁液
の み の もの と した . コ ラ ー ゲ ン ･ ゲル の 形成後, R P M I1640培
地を1 mlず つ 重層 し, こ れ を重層培養液と し, 包塩培養を行 っ
た (図2).
Ⅳ . ⅡE染色
滑膜細胞 に よ る ポ リ エ チ レ ン 粒子 の 取り込 み を確認す る た
め , H E染色を行 っ た . コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養の 24時間後,
C ha mbe rSlide か ら ゲ ル を取出し, P BS でゲ ル を 充分洗浄 し,
10 % ホル マ リ ン 中に 一 晩 掛ナ, ゲ ル 及び細胞を固定 した . 固定
後, 流水 中で ホ ル マ リ ン をよく洗 い 流 し, H E染色を行 っ た .
Ⅴ . E u S A
重層培養液中の サ イ ト カ イ ン と そ の 濃度 の 変動 を調 べ る た
め, E uS A法にて 分析 した . 測定 は, 重層培養液を12, 24, 48,
72時間後 に採取 し, E LIS A法に よ り, II/1P,T N F- α ,II:6を 測
定 し た ･ 測定 に は! E LIS A キッ ト (R & DSyste m s, M in n e apolis,
U S A)を用 い た . 重層培養液を各々 の サ イトカ イ ン の 抗体で 覆
わ れ て い る ウ ェ ル に2 〃1ず つ 加 え た . 2時 間反応 させ た 後,
オ ー ト ミ ニ ウ ォ ッ シ ャ ー A M W-2(バ イ オテ ッ ク, 東 京)を用 い
て 洗浄 し, ア ピ ジ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で標 識 さ れ た各々 の ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗体 と 反応さ せ た . 室温で 1時間反応 させ た 後,
緩衝液で 洗浄 し, イ ム ノ リ ー ダ ー 叩 -2300(ナ ル ジ ェ ■ ヌ ン ク ･
イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル , 東京)を用 い て414n 皿 の 吸 光度 で計測 し
た .
Ⅵ . 免疫組織化学染色
滑膜珊胞 の 抗Ⅰし6抗体 によ る 免疫組織化学染色を行 っ た . ポ
リ エ チ レ ン 粒子 が 混 入 し て い な い 対 照群 と100倍濃度 (× 100)
の ポ 1) エ チ レン 懸濁液を含む Cha mbe rSlide か ら ゲ ル を 取出 し,
P BSで ゲ ル を充分洗浄 し, 10 % ホル マ リ ン 中 に 一 晩浸 けt ゲ ル
お よ び細胞を同定 した . 次に , 7 0% ア ル コ ー ル , 100 % アル コ
ー ル , キ シ レ ン の 順 に各 々 2 時間浸 した . そ の 後 パ ラ フ ィ ン包
埋切片を作成 し , ア ピ ジ ン ビオ テ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体
(a vidin-biotin -pe r OXida s e c o mplex) に よ る 免疫組織化学染色 を
A B C キッ ト OTe cto rI.abor atorie s, Bu rlinga m e, US A) を用 い て行
っ た
･ すなわ ち, 骨法 に よ り脱 パ ラ フ ィ ン 薄切後, ア セ ト ン固
定 し, 0･3 %過酸化水素水添加 P B S中 に2 0分間静置 し, 組織切
片中の 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 活性 を阻止 した ･ 次 い で , 50倍
希釈 の 正 骨 ヤ ギ 血清 (Dako, Glo strup, De nm a rk)を湿室で30分
間反応 さ せ , 非特 異的反応を抑制 し た. そ して , 500倍希釈の
マ ウ ス 抗 ヒ トⅠし6モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (B io s o u rc e, Ca m arilo,
U S A)を室温で 15分間反応 させ た . 次 い で ! 50倍希釈の ビオテ
ン 標識抗 マ ウ ス ･ ヤ ギ抗 体を, 室温 で15分間反応 さ せ , A BC
溶液 Ⅳe cto rI.abo r ato rie s, Bu rlinga m e, U S A) 中で1時間反応さ
せ た 後, 0.0 3%過酸化水素水を加えた 0.2% 3,
,
- ジア ミ ノ ベ ン チ
ジ ン 4塩 酸塩 (dia min obe n zidine tetr ahydro chlo ride)(Sigm a
C hemic al Co mp any) で 発色 させ た. なお , 各々 の 反応 は, 0.01
M の PB Sで 充分 に洗浄後 に行 っ た . 次い で , へ マ トキ シリ ン で
淡く核を染色 した 後, 脱水 封入 し検鏡 した .
Ⅶ . 統計学的検定法
測定結果 は平均値 ±標準偏差で表示 した . Ⅰし1β, T N F- α ,
I L-6の 変化 は, 重複測定 一 分散分析法 (r epe ated m e a s u r e of
A N O V朗 を用い て検定 し, ポ ス トホ ッ ク テ ス ト と して シ ュ ッ フ
ィ の 多重比較法 を用い た . 全 て の 統計処理 で 有意水準 は危険率
5 % で有意差あり と し た.
成 績
Ⅰ . ⅡD P粒子 と滑腰細胞の コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋 培養法
H E染色標本 に よ り, 滑膜細胞 に ポ リ エ チ レ ン粒 子が 取り込
まれ て い る こ と が確認 さ れ た (図3). こ の 結果 , コ ラ ー ゲ ン ･
ゲ ル 包埋培養法 に より, 浮遊性 の ポ リ エ チ レ ン 粒子 と滑膜細胞
と の 混合培養 が可能 である こ と が 判明 した .
Ⅰ ･ ポ リ エ チ レ ン 粒子量 と滑膜細胞 に よ る サ イ トカイ ン 産生
の変化
1. I Ll/9 の 変化
Ⅰし1βの 変化 は , 12時 間後 は対照群平均147.4± 14.7p g/ ml,
基準濃度 (× 1) 群平均127.3± 14.3 p g/ ml, 10倍濃度(×1 0)
群平均117.2± 10.7p g/ ml, 1 00倍濃度(× 100) 群平均114.3±
13･7 帽 / ml, 1000倍濃度(× 1000)群平均 115.2 ± 13.Op g/ ml
で , 5群間 に有意差 は無か っ た (図4一朗 . 24, 4 8, 72時 間後と
経時的に そ れ ぞ れ 対照群は , 平均425士 22.5p g/ ml, 427±21
pg/ ml, 19 7.3 ± 43.8 pg/ ml, 基準濃度 (× 1)群 は , 平均
2056 ±409pg/ ml, 1850± 4 26pg/ ml, 245.8 ± 51.5p g/ ml,
10倍濃度(× 10)群 は , 平均 120 8± 1 94p g/ ml, 93 5± 109
pg/ ml, 6 7･0± 6.4 p g/ ml, 100倍濃度 (× 10 0)群 は , 平均
9 17± 124pg/ ml, 74 7± 55p g/ ml, 61.1± 3.7 p g/ ml,
1000倍濃度 (× 10 00)群 は , 平均 667± 72p g/ ml, 456± 30
p g/ ml, 26.2± 3.Op g/ ml と推移 した . 24, 48時間後の 対照
群と基準濃度 (× 1) 群, 10倍 濃度 (× 10)群 の 間に 有意差 を認
め た b < 0.05) (図44). こ れ ら の 結果か ら , ポ リ エ チ レ ン粒子
の 濃度 が , 基準濃度 (× 1) と 10倍濃度(× 10) の 場合 , 混 合培
養24, 48時間後に お い て 滑膜細胞か ら放出 され るⅠし1βは高く
なり, 希釈濃度依存傾向があ る こ とが 示さ れ た.
2 . T N Fα の 変化
T N F- α の 変 化は , 12時間後 は対照群平均 7.7± 2.1p g/ ml,
基 準濃度(× 1) 群平均33.1± 12.9p g/ ml, 10倍 濃度(×10)群
平均27･5± 10.8 躇 / ml, 100倍濃度(× 100)群平均2 6.1±9.6
p g/ ml, 10 00倍濃度 (× 100 0) 群平均25.2± 9.8 p g/ mlで , 5
群 間に 有意差 は無か っ た (園4-B). 24, 4 8, 72時間後と摩時的
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にそれ ぞれ対照群 は , 平均433 ±137pg/ ml, 26.5 ±8.5pg/
ml, 11･1± 4･7pg/ ml, 基準濃度(× 1) 群は, 平均935 ± 19 6
P g/ ml, 74･5± 26･8pg/ ml, 28.0 ±1 1,3p g/ ml, 10倍 濃度
(× 10) 群は , 平均811±230p g/ 皿 L 51.2 ± 22.9p g/ 皿l,
2 6･1± 10･Op g/ ml, 100倍濃度(× 10) 群は , 平均793 ±188
Pg/ ml, 55･8 ±21･Op g/ ml, 28.5± 10.5pg/ ml, 1000倍濃
度(× 1000) 群は , 平均724 ± 185pg/ ml, 59.5±22.5p g/ ml,
岨 1±20･2pg/ mlと推移した. 24時間後の対照群 と基準濃度
(× 1)群の間 に有意差を認め た ゎ< 0.05) (図4･B). これら の結
果から, 統 計学的 に有意差を認 めたの は, ポ リ エ チ レ ン 粒子の
濃度が基準濃度(× 1)の 場合だけであっ た が , 24時 間後滑膜細
胞か ら放出さ れ るT NFⅧ は, 希釈濃度依存傾向であっ た .
3 . Ⅰし6の 変化
Ⅰし6 の変化 は , 12時間後 は対照群 , 基準濃度(× 1) 群, 10倍
濃度(× 10)乳 100倍濃度 (× 1 00)乳 1 00 0倍濃度(× 100q)
群とも検出限界以下であ っ た (図4-C). 24, 48, 72時 間後 と経
時的に そ れ ぞれ対照群 は, 平均0･6±0･1 喝 / ml, 19 ±2ng/
ml･ 23 ±2ng/ ml, 基準濃度(× 1) 群は , 平均0.4士0.1ng/
ml, 82 ±5ng/ ml, 128± 28ng/ ml, 10倍濃度(× 10)群 は,
平均0･4士0･3ng/ ml, 70± 6ng/ ml, 104 ±12ng/ ml, 1 00
倍濃度 (× 100)群 は , 平均0.4 ±0.2ng/ ml, 4 0± 8 ng/ ml,
8 3 ±4ng/ ml, 100 0倍濃度(× 1000)群 は , 平均0.5 ± 0.1
喝 / れ 2 5 ± 6ng/ ml, 54 ± 9ng/ ml と推移した . 48, 72
時間後の対照群 と基準濃度(× 1)群 , 10倍濃度(× 1q)群, 1(氾
倍濃度(× 100)群, 10 00倍濃度(×100q)群 の間に有意差を認
め た ゎ<0･05) (図4- C). こ れ らの結果から, ポ リ エ チ レ ン粒子
の 濃度 が高くな る ほ ど, 48, 72時 間後 と滑膜細胞 から放出され
るI M は, 希釈濃度依存傾向がある こ とが 示さ れ た.
Ⅱ . 免疫組織化学染色
100借濃度 (× 1 00) 群の ポリ エ チ レ ン 懸濁液を混合 した 滑膜
細胞 (図ふA) は , 対照群の 滑膜細胞単独(図鳥8) に比較して明
ら か によ り多く の 滑膜細胞が抗Ⅰし6抗体で染色 され て い た .
考 察
R A や変形性関節症 に よ り股関節 が著 しく破壊 さ れ た 場合 ,
T H A は欠く こ と の で きない 手術方法 とな っ て い る . そ のうち,
R A患者の 股関節罷息率は10 % から17 %程度叫 だ が, 主要 な荷
重関節 の た め A D L障害 は特 に重大 となる . 被壊された股関節
を再建す る方法 と して , T H A は, 唯 一 か つ 不可欠な治療方法
であ る･ しか しな が ら T H A が普及する に従 い , 一 部の イ ン プ
ラ ン ト周囲に骨溶解 が生じ, 人工 関節 に弛み が 生じる症例が報
告 され るよ う に な っ てきた 弔
､ 即
. 変形性股関節症 に対す る m
後の弛 み の発生頻度は Mulroyら31)に よ ると約10 % と報告され
て い る が ,
一 方 , R A に おける T 甘A後 の 弛み の 発生頻度は ,
Sev ertら32)に よ れ ば 平均 7.4年の 追跡調査 で25 % と高頻度 であ
ると報告さ れ て い る .
人工 股関節 の弛み は , イン プ ラ ン トの 固定 に用 い る骨 セ メ ン
ト と骨組織や , イ ン プ ラ ン トと骨組織の間で生じる 瑚 . そ の原
因として, まず骨 セ メ ン ト充填技術の稚拙や , 荷重 に よ る人工
関節の微小な動きと い う生体力学的な原因が考えら れ た9). し
か し, セ メ ン ト使用 TH Aの 症例 が増加す る に つ れ て , 生体力
学的な弛みを来 たしたイ ン プラ ン ト周囲に生じる骨吸収像とは
異なっ た透亮像 がⅩ線像 に認め られ , こ れ が 弛み に つ なが る こ
とが明らか に な っ て きた . この Ⅹ線透亮像部 に は , 骨 セ メ ン ト
粒子を貧食した異物巨細胞や マ ク ロ フ ァ ー ジを主体 とした肉芽
組織 が増殖して い た と 報告 され て お り12)･ その た め 人 工 股関節
の弛み は ･ 骨セ メ ン ト自体 の毒性 や骨 セ メ ン ト粒子が原因であ
る と考え られる よ うに な っ た封)35). こ れ らの 経緯 か ら , セメ ン
トを使用 しな い 人工 股関節が開発され てき た ･ だ が , それ でも
同様の弛みが生 じ る症例 が徐 々 に報告され た こ とよ り3Q, 人工
股 関節 の構成材科であ る金属粒子が原因 と して疑 わ れ , コ バ ル
ト ク ロ ー ム ･ モ リ ブデ ン 合金や チ タ ン 合金等の 金属粒子が異
物反応を助長 して , この ようなⅩ線透亮像を生 じる と考えられ
が乃･ これ に対して, 人工 股関節 の摺動画 であ る ポリ エ チ レン
の 粒子 が骨溶解に重要な関連性をもつ と い う臨床的14)､ 1 7)38),
病理学的1馴9), 実験 的20)39)報告 が増え てきた . こ れ は , ポ リ エ
チ レ ン 粒子を含む関節液が イ ン プ ラ ン トと骨組織と の 間隙に流
入すると, 局所 の 破骨細胞 が活性化され骨溶解 が進行 し人工股
関節の 弛み が 生 じ る･ と い うもの で あ る･ そ して近年 で は, 金
属粒子 よりもポ リ エ チ レ ン ソ ケ ッ ト部か ら生 じる ポリ エ チ レン
粒子 が異物反応を引き起 こしやすい と 指摘 され るよ う にな っ て
き た12).
さ て , こ の Ⅹ線透亮像部 に は膜様組織 が存在す るが36), この
膜棟組織 は, 生体材料 の 微細片を取り入れ た マ ク ロ フ ァ ー ジや
異物巨細胞 が充満した組織であり34)35), 機 械的な弛み にお ける
膜様組織 と病理学的に鑑別可能だ と 報告 さ れ て い る1 2). さ らに
この 膜様組織中 に は, サ イ ト カイ ン や マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブロ
テ ナ ー ゼ (m atrix m etalloprotein ases, M M P) が存在す る と報告
さ れ て い る 40卜 4 2)･ Yokoha m a1 1)は , M M P･1 (tissu e
C Ollagena se)･ M M rL2(gelatin a s eA), M M P-3(str o melysin-1),
M M P･9 鹿elatina seB)が 存在す ると報告 して お り, また , K m
ら
41)
, C biba ら42)は , Ⅰし1β, T N F- α , Ⅰし6 やコ ラ ゲ ナ ー ゼ ,
プロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2が 存在す る と 報告 して い る. こ れら は
い ずれも骨吸収を誘導する サ イ ト カイ ン や 化学伝達物質であ
り ･ 骨 溶解 に関与す ると考え られ て い る 43)44)･ またIL lβは ,
破骨細胞 の 活性化 に重要な破骨細胞活性化因子 (o ste o cla st -
a c伽 血 g 血ctor) の 一 つ で ある
45)
. こ れ ら の 結果か ら, 人 工 股
関節周囲に 生 じる 骨溶解や人工股関節の弛み の 発生 の 機序と し
て 以下 の よ うな説が提唱され て い る. すなわ ち, 人 工 股関節構
成物か ら発生した ポ リ エ チ レ ン 粒子を中心 と した異物 に対し
て , マ ク ロ フ ァ ー ジ , 線 維芽細胞や異物巨細胞が反応 し, サイ
トカイ ン や 化学伝達物質を放出する . こ れ ら に よ り骨組織 の破
骨細胞 が活性化さ れ , 骨溶解 が起 こ り人工関節 に弛み が生 じる
とす る もの で ある12)13). 現在 , 人工 関節 の弛み にお い て, サ イ
ト カイ ン の 相 互 関与とそ の 活性化メ カ ニ ズム の解 明が重要視さ
れ てい る .
一 方 , R A の股関節破壊例 に対する m の弛 み にお い て , 次
の よ うな問題点 が捷起 さ れ て き た . それ は , RA自体 と ス テ ロ
イ ド剤 の使用 に よ る 骨粗怒症23)の 問題 に加えて , 滑膜 か ら放出
されるⅠし1β,
′
m Fα そしてⅠし6 などが重要な関与を持 つ と い
う点で ある24). これ ら のサ イトカイ ン は滑膜自体 に対して作用
し, 滑膜の 活性化や増殖 に関わ っ て い る . こ の現 象は オ ー トク
リ ン と呼ばれ, RA における滑膜炎 の 遷延化 にも影響を与えて
い･る ･ さ らに これ ら の サ イ ト カイ ン に は, 前述 した よう に破骨
細胞の 活性化 に よ る関節破壊の役割もある こ と が指摘され て い
る
25)
. そ こで , R A に対する m 後の 弛み の機序と して , RA滑
膜 か ら放出され る サ イト カイ ン や , これま で に検討 され て きた
マ ク ロ フ ァ ー ジ や異 物巨細胞の ポ
'
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だけでなく, 滑膜細胞の ポ リ エ チ レ ン粒 子 に対する機序も関わ
るの で はない か と 考えた . 更に , 弛み の 著 しい 人工 股関節で は
磨耗 ポリ エ チ レ ン 粒子量が多い と い う臨床結果か ら, 滑膜細胞
に混合 した ポ リ エ チ レ ン 粒子の 濃度 が増加す ると 培養上清中の
サイト カイ ン 濃度も上昇する の で は ない か と考えた . しか しな
がら, ポ リ エ チ レ ン 粒子は低比重なた め , 再現性の ある 適当な
実験系が無か っ た . そ こ で 本実験で は , 滑膜細胞と ポ リ エ チ レ
ン粒子と の 混合培養を 可能 にする実験系を確立 し, 更に 濃度を
変えた ポリ エ チ レ ン 粒子 と の 混 合培養に よ る培養上清中 のI L l
β, T N Fα , Ⅰし6の 濃度変化 を検討 した ･
まず実験系 の確立に つ い て で あ るが , M alo n ey20)が細胞培養
によ る検討は直接生体内の 状態を反映するもの で は ない , と 報
告 して い るもの の , 種々 の 粒子 の細胞 に対する反応性を評価す
る こ と が 容易に可能と な る た め様々な検討が な されてきた . 金
属粒子に つ い て は , 混合培養が容易である こ とか ら, コ バ ル ト,




一 方 , 臨床上 人工 股関節の弛み の 原 因と して重要なも
の は, ポ リ エ チ レ ン 粒子 と考えら れ て い る がd8)4 9), 金属粒子 と
異なり, ポ リ エ チ レ ン粒 子と細胞 の 混合培養実験 の 報告 は少な
い21)
22)
. 実験を困難に した 理由は , ポ リ エ チ レ ン粒子 の 密度 が
培養液より低い た め 溶液に浮遊 して しまい , 培 養細胞 に充分接
触す る こと が技術的に難 しい か ら で あっ た . その た め , 現在ま
で ポ リ エ チ レ ン 粒子 の 生体内の 実験 と して , Alle nら
50)Ho wie
ら
51)によ る ラ ッ ト膝関節 に ポリ エ チ レ ン 粒子を注入す る方法,
骨孔 に ポ リ エ チ レ ン 粒子を注 入する方法 が報告され て きた1 9).
一 方 , 試験 管内の 実験と して は , Ho r o witzら2 1)が 逆さに した培
養シ ャ ー レ上 に マ ク ロ フ ァ ー ジ を接着さ せ る 手技を用 い て , ポ
リ エ チ レ ン粒子 と マ ク ロ フ ァ ー ジ , さ ら に ポ リ エ チ レ ン粒子 と
マ ク ロ フ ァ ー ジと 骨芽細胞を混合培養 し た実験を報告 し て い
る . しか し, こ の 手技 で は , ポ リ エ チ レ ン粒 子の 実験 と金属粒
子の実験を同条件下 で行う こ と が不可能 で ある . こ れ を解決す
べ くC bangら
22)は , ア ガ ロ ース ･ ゲ ル 中 で マ ク ロ フ ァ ー ジと チ
タ ン 粒子, マ ク ロ フ ァ ー ジ と ポ リ エ チ レ ン粒子 , さ ら に マ ク ロ
フ ァ ー ジと チ タ ン , ポ リ エ チ レ ン粒子 の 二種粒子 と い う混合培
養を行 っ て い る . 一 方 , 著者は ア ガ ロ ー ス ･ ゲ ル で なく , コ ラ
ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養法を用 い た . こ の 培 養法は , 生体 に存在
する コ ラ ー ゲ ン を用い る 方法なの で , C ba ngの 方法より生体 に
近い 実験系になる と 考えた た め で ある . ま た コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル
中で細胞 は , 基底 膜を作 る能力を障害 され ず, 元来の 細胞形 ,
体積を保 つ こ と が で き, 細胞分化や細胞増殖 が障害さ れ な い と
い う利点がある . しか も, コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル の 抗原決定部位 は
主にテ ロ ペ プ チ ド中に存在する が , 酵素可溶性 コ ラ ー ゲ ン で は
こ の テ ロ ペ プ チ ドが 除去 さ れ て い る た め に , 抗原性 が他 の タ ン
パ ク 質に 比較 して 非常 に低く, ほ と ん ど問題 になら な い 利点も
ある28)29). 今 回の 実験 に お い て , ポ リ エ チ レ ン 粒子 を取り込 ん
だ滑膜細胞 を確認す る こ とが で きた 結果 か ら , こ の 培養法 は,
ポリ エ チ レ ン粒 子と 滑膜細胞 と を十分 に接触 させ る こ と が可能
である こ と■が 判 っ た . また , 培 養上 浦 の 回収も容易に可能 であ
っ た
. さ らに , この 培 養法 を用 い れ ば , ポ リ エ チ レ ン粒子と同
条件で金属粒子 と の 比療実験が可能に な る と考えて い る .
次い で , IL lβ, T N Fα とⅠし6の 滑膜細胞 に よ る 産生 を検討
したと ころ
,
これ ら の サ イ トカ イ ン は滑膜単独時よりもポ リ エ
チ レ ン 粒子 と 混合 した場合 に有意 に上 昇 し た . 更 に, Ⅰし1β,
m トα , Ⅰし6 の濃度は ポ リ エ チ レ ン粒子 の 膿度依存性 に変化し
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た. また , 滑膜細胞 が放出したサ イ トカ イ ン の 経時的変化 は ,
Ⅰし1β, T N F･ α にお い て は24時間を頂点と し以後減少 し, Ⅰし6
は経時的増加を示 して い た . これ らの結果か ら , I L lβ, T N F
α の m R N Aの 生 成 と タ ン パ ク の 形成は 24時間より以前 に発現
し て い る と示唆され た . また, I L 6 に先 ん じてILlβ, T N F･ α
濃度が 上 昇した が , Isshiki ら52)は, II]1や T N F･ α がIIJ6を誘導
す る と 報告 して い る こ とか ら, 本実験 に お けるⅠし6の 産生 は,
ポリ エ チ レ ン粒子 の 混合 によ る直接的な効果と , Ⅰし1βやT N F
α を介 し た間接的な効果 と い う両者の 可能性 が考えら れ た. 48
時 間後 に は , Ⅰし1βと T N F- α の 浪 度 は減少 し た が , こ れ は,
I L lノウ やTNF- α が滑膜細胞の 表層 レセ プタ ー に結 合 し, 負の フ
ィ ー ドバ ッ ク が生 じた可能性 や, Ⅰし1βや T N F｣α の可溶性 レセ
プタ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト53)が 上 帝に放出さ れ た ため に濃度が減少
し て い っ た可能性 が推察され た . さて , 人工 関節周囲 の 骨溶解
は, サ イ ト カイ ン や化学伝達物質に よ っ て破骨細胞 が活性化さ
れ , こ れが 直接 の 骨吸収を行なう と考えられ て い るが , 今回の
結果か らは ,IL lβと T N F･ α が直接破骨細胞を晴性化す る経路,
Ⅰし1βと T N F- α に よ っ て 誘導さ れ たⅠし6を介 した経路 , I L 6 が
直接破骨細胞を括性化す る経路等 が考え られ た. さ ら に, Ⅰし1
β と T N F- α は , 接着分子 の 発現を増加 さ せ , マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 走化性を誘導する性質を持つ 54). その 結果マ ク ロ フ ァ ー ジに
よ る粒子 へ の 反応と い う影響が加わ る と考えられ る . また , Ⅰし
1β, T N F- α やⅠし6 は, R A滑膜 の オ ー トク リ ン現 象に 関わり ,
滑膜細胞自身を刺激 し滑膜細胞 の 増殖, 人工 関節周囲の 肉芽組
織形成を助長する
24)40)
. 肉芽組織 に磨耗粒子を含ん だ 関節液が
漫入す ると , 磨耗粒子 に対する各種細胞の 反応が高まる機会が
増え, より 一 段 と骨格解が進行する可 能性も考え られ た .
本実験 によ っ て , ポ リ エ チ レン 粒子 と滑膜細胞を再現性良く
接触 さ せ る コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養法 の有用性 が確認 さ れ
た . 更 に この 実験系を用い る こ と に より, 滑膜細胞と ポ リ エ チ
レ ン 粒子と の 混 合培養 に よ っ てⅠし1ノラ, m Fα , Ⅰし6の 更 なる
上 昇が 確認され た . こ の 結果か ら , R A患 者の 人 工 股関節 の 弛
み の 原因と して, 滑膜細胞か ら通常産生 され るサ イ トカ イ ン だ
けで なく , 滑膜 の ポリ エ チ レ ン粒子 へ の 反応 によ っ て 産生 さ れ
る サ イ トカ イ ン も重要であ ると考え た . 臨床 にお い て は , R A
の T H A彼の 弛 みを少なくする に は , 人工 関節置換の 手術手技
面だ けで なく, 磨耗粉 が滑膜 に接す る機会を軽減 させ る た め ,
滑膜 を可能 なか ぎり除去する必要があ る と考えた .
結 論
R A に よ る股関節破壊 に対する T H A後 , イ ン プ ラ ン ト周囲に
生 じ る骨溶解 と 人工 関節 の 弛み の 機序を明 らか にす る た め に,
滑膜 細胞 の ポリ エ チ レ ン 粒子に対す る反応 に着目 して 実験を行
い
, 以 下 の 結論 を得た .
1 . 浮遊性 の ポ リ エ チ レ ン粒子 と滑膜細胞を, 再現性よく混
合 し, 接触 させ る方法と して コ ラ ー ゲ ン ･ ゲ ル 包埋培養法 は有
用であ っ た .
2 . 滑膜細胞単独 と比較 して , ポ リ エ チ レ ン粒子を混合する
こ と に より , 滑膜細胞 より産生 さ れ たIL lβ, T N F･ α , Ⅰし6 は
増加 した .
3 . 滑膜細胞 に より産生 され たⅠし1β, T N トα , Ⅰし6 は, 混
合 した ポ リ エ チ レ ン 粒子の 濃度依存傾向 を示 した .
4 . 滑膜細胞 に より産生さ れ たⅠし1β, T N F- α は , 混 合後
24時間で最高 と なり, Ⅰし6 は時間依存で増加を示した.
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以上 の 成績 か ら , R A患者 の 人工 股関節の 弛み の 原 因と して ,
滑 膜細胞か ら通常産生 さ れ る サ イ トカ イ ン だ けで なく , 滑膜の
ポ リ エ チ レ ン粒子 へ の 反応 に よ っ て 産生さ れ るサ イ トカ イ ン も
重要であ る と結論 し た .
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Abstract
T he invoIv e m e nt ofp lyethylene particles produ ced from the a rtificialjointsis thought to be an importantfactorin
perlprOSthetic oste olysis andloosen lngfollo wlng THA for treatme nt ofR A･ T hisis pre s u m ed to o c c u rby m e a ns ofa
m echa nism inv oIving the re a ction of m acrophages,fibroblasts and forelgn body giant c ellsto the pr ese nc e ofparticles
res ultingin the rele ase ofcytokines such asI L
-1β, T N F- α andIL-6,that leadto activ ation ofosteoclasts ･ T he refbre, W e
proposedthehy pothesis that he m e chanism of loose n lngfbllo wl ng T H Awith r espect toRA notonlyinvoIves the r eactio n of
m ac rophages, fibr oblasts and fbrelgn body glant C ells to par ticles thathasbe en dis c us sedin pr e vio us st udies, but also a
m e chanis minv oIvingthe re action ofsyno vialc e11s toparticles･ M ore ov e r,Since clinic alresultsha vebe e nobtain ed indicatlng
that herearehighlev els ofpar ticlesin the hipjoints exhibiting m arked loo s e nl g, W eals oproposedthe hypothesis thatasthe
c onc entration ofparticles mix ed withsyn ovialce11sincr e ases,thereis alsoa correspondinglnCreaSein cytokine c o n c e n tration ･
H owe ver , du e to the ldw specific gr a vity of polyethylene particles,it has n ot bee n possible to obtain a s a tisfactory
e xperim entalsyste m sinc e thes eparticles e ndupbeing s uspended in c ultu re m ediu m･ T hu sin this study･ W efirstestablisheda
collagengele mbed dedcultu re m ethodin which no ating H D Pparticles w er ecoc ultured in the collage ngel withsyn o vialcells･
Moreo ver,the c o nc entra tions ofI L-1β, T N F- α and I し6relea s ed intothe cultu re m ediu m w er m e asu red o ve rtim ewhile
changlngthe c o n c entr a tio n ofparticles･ As a result,the c onc entration ofe ach cytokin ete nded to changedependently withthe
c on c e ntration ofparticles . The co nc e ntration of I L
-1β and T N F- α re a Ched a m axim u m at 2 4ho urs after mixing with
particles, decre ased after48 hour s and the r e w e rno s lgnific a nt differe nces witha contr olgroup afte r7 2 hou rs･ The
co ncentratio n ofI し6de mon str ated adelayed in c re a s e, n Sl ng gradual 1y at48and72 hou rs after mixl ng･ On thebasis ofthes e
results,the use ofthe collagengele mbedded culture m ethod w as cle a rly sho wn to be ableto a1lo w syn o vialcelsto react to
particles with go od reproducibil ty･ In addition, it w a s also sug gested that, n Ot Only m a c rophages a nd fbreign body giant
c ells, butalso apathw aythatpro m otesthe pr odu ction ofcytokinesby cau sl ngSyn OVi alc ells torea ct t oparticles, Plays an
importantrole a s one ofthe causes oflo osenlngfbllowlng T H A in R Apatients･
